感染是造血干细胞移植（HSCT）患者最重要的合并症及死亡原因，而肺部是最常累及的器官。病毒感染近年渐引起重视[@b1]--[@b2]，但常规病原学方法难以确诊。同时，非感染性因素导致的移植后肺损伤亦不少见，如何充分除外感染也急需解决。我们通过PCR方法检测移植后肺部病变患者肺泡灌洗液（BALF）病毒感染情况，将既往常规病原学检查阴性的患者进一步分为病毒检出和病原学阴性两类，希望总结出这两类患者在临床特点及治疗转归之间的差异，明确BALF病毒检测的临床意义。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例资料：2015年5月至2017年3月北京大学人民医院接受异基因HSCT（allo-HSCT）患者1 233例，对其中71例移植后出现发热、咳嗽、咳痰、呼吸困难等呼吸道症状，影像学检查提示肺部浸润性改变患者行支气管镜检查并将支气管BALF送检病原学筛查。所有患者均反复行血细菌、真菌培养，血1,3-β-D葡聚糖检测（G试验）、半乳糖甘露醇聚糖抗原检测（GM试验），肺炎衣原体、支原体抗体、噬肺军团菌抗体、C反应蛋白（CRP）、降钙素原（PCT）等检查。BALF相关检查包括：细菌、真菌培养，病理涂片及染色，G试验、GM试验，PCR方法检测病毒及细菌。

2．移植方案：具有移植适应证的患者均接受北京大学人民医院常规移植方案，回输经G-CSF动员的供者骨髓联合外周血干细胞。采用环孢素A（CsA）、霉酚酸酯（MMF）及短程甲氨蝶呤（MTX）方案预防移植物抗宿主病（GVHD），并常规予阿昔洛韦、复方磺胺甲恶唑及抗真菌药物预防病毒、卡氏肺孢菌及真菌感染[@b3]--[@b4]。

3．GVHD诊断：急性GVHD诊断及分级参照文献[@b5]标准，定义Ⅲ\~Ⅳ级急性GVHD为重度GVHD。慢性GVHD诊断及分级参考美国国立卫生研究院（NIH）标准[@b6]。

4．BALF病原PCR检测：采用实时荧光PCR技术检测腺病毒、流感病毒（甲型、甲型H1N1、乙型）、副流感病毒、柯萨奇病毒A16型，肺炎支原体、嗜肺军团菌、呼吸道合胞病毒（A型、B型）、博卡病毒、偏肺病毒、冠状病毒（HCov-229E\\HCov-HKU1\\HCov-NL63\\HCov-OC43）、人鼻病毒、呼吸道腺病毒、分枝杆菌、单纯疱疹病毒（Ⅰ型、Ⅱ型）、人疱疹病毒（HHV-6、HHV-8）、水痘-带状疱疹病毒、诺如病毒、肠道病毒（EV-RNA、EV71-RNA）、轮状病毒、多瘤病毒、JC病毒、细小病毒、CMV和EBV。

5．治疗：肺部病变治疗：根据北京大学人民医院常规，由主管医师结合患者情况决定具体治疗措施，全部患者都接受了包括复方磺胺甲恶唑、经验性广谱抗生素（具有抗假单胞菌活性的β内酰胺类广谱抗生素）或联合覆盖耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA）或大环内酯类或氨基糖苷类或喹诺酮类药物治疗，同时在抗细菌基础上联合覆盖抗曲霉菌药物、抗病毒药物（更昔洛韦、膦甲酸钠、奥司他韦或利巴韦林）。部分患者在治疗过程中接受了糖皮质激素治疗。根据病情需要，给予重症患者机械通气等支持治疗。大剂量激素应用：针对肺部病变应用甲泼尼龙剂量超过250 mg/d。早期应用激素：肺炎起病1周内使用激素。

6．重症感染定义：根据美国胸科学会2007年诊断标准[@b7]，病程中出现符合以下主要标准之一或次要标准之二符合重症感染诊断。主要标准：①需要机械通气；②48 h内胸片浸润50%以上；③感染性休克或需要使用升压药物超过4 h；④急性肾衰竭（4 h内尿量少于80 ml）或无慢性肾功能不全出现血肌酐\>176.8 µmol/L。次要标准：①呼吸频率≥ 30次/min；②氧合指数\<300 mmHg；③PaO~2~\<60 mmHg；④双侧或多肺叶受累；⑤血压低于90/60 mmHg。

7．统计学处理及随访：应用SPSS 22.0进行相应统计学分析。计量资料比较采用Mann-Whitney *U*检验；计数资料采用Fisher精确检验，生存率采用Kaplan-Meier法分析，并进行Log-rank检验。以*P*\<0.05为差异有统计学意义。随访截至2017年4月30日，随访方式为病房/门诊随访，中位随访时间464（79\~1 556）d。

结果 {#s2}
====

一、患者一般资料及各组临床特征

1．患者基本信息：71例患者因移植后肺炎行支气管镜检查并将BALF送检病原学检查，其中BALF培养检出真菌感染15例，细菌感染18例，细菌真菌混合感染4例；通过血及（或）BALF的GM试验进一步除外真菌相关检查阳性病例，剩余34例常规细菌及真菌病原学检查结果阴性，经BALF病毒PCR检查阳性临床诊断单纯病毒相关性肺炎（病毒检出组）15例，病原学阴性的移植后肺损伤（病原学阴性组）19例。针对此两组病例临床资料进行分析：两组在性别，年龄，原发病，肺部病变发生前是否发生过GVHD、CMV感染和EBV感染等方面差异均无统计学意义（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 肺泡灌洗液病毒检出组与病原学阴性组患者一般情况比较

  肺部病变前临床特征        病毒检出组（15例）   病原学阴性组（19例）   *χ*^2^值/*z*值   *P*值
  ------------------------- -------------------- ---------------------- ---------------- -------
  年龄［岁，*M*（范围）］   38（16～53）         33（13～64）           0.104            0.805
  性别（例，男/女）         11/4                 9/10                                    0.171
  原发病类型［例（%）］                                                 0.887            0.640
   急性髓系白血病           5（33.3）            9（47.4）                               
   急性淋巴细胞白血病       5（33.3）            6（31.6）                               
   其他                     5（33.3）            4（21.1）                               
  供者类型［例（%）］                                                   1.720            0.423
   同胞全合                 11（73.3）           13（68.4）                              
   亲缘半合                 3（33.3）            6（31.6）                               
   非血缘                   1（6.7）             0                                       
  aGVHD［例（%）］                                                                       0.076
   0～Ⅱ级                   12（80.0）           19（100.0）                             
   Ⅲ～Ⅳ级                   3（20.0）            0                                       
  cGVHD［例（%）］          1（6.7）             7（36.8）                               0.053
  CMV感染［例（%）］        11（73.3）           12（63.2）                              0.715
  EBV感染［例（%）］        2（13.3）            1（5.3）                                0.571

注：aGVHD：急性移植物抗宿主病；cGVHD：慢性移植物抗宿主病

2．临床特点：34例常规细菌及真菌病原学检查结果阴性患者肺炎的中位发生时间为移植后179（49\~1 376）d，CRP中位数为52.50（1.02\~230.00）mg/L，PCT中位数为0.19（0\~2.90）µg/L，病毒检出组与病原学阴性组之间差异均无统计学意义。两组患者起病时WBC、ANC、淋巴细胞绝对计数（ALC）及BALF细胞计数差异亦无统计学意义。26例患者在肺炎起病前1周内仍应用免疫抑制剂，两组间患者比例差异无统计学意义（80.0%对73.7%，*P*=1.000）。病毒检出组符合重症肺炎诊断8例，病原学阴性组10例（*P*=1.000）。起病时中位氧合指数为352.38（162.16\~470.48）mmHg，3例伴弥漫性肺泡出血，均为病毒检出组；影像学改变上，均表现为弥漫性病变，病毒感染与病原学阴性患者在影像学表现上未见明显差异。具体情况见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### 肺泡灌洗液病毒检出组与病原学阴性组患者肺炎临床特征及起病时实验室检查比较

  临床特征及实验室检查                          病毒检出组（15例）         病原学阴性组（19例）       *χ*^2^值/*z*值   *P*值
  --------------------------------------------- -------------------------- -------------------------- ---------------- -------
  肺炎距移植时间［d，*M*（范围）］              179（49～1 376）           196（57～457）             −0.191           0.864
  起病前1周应用免疫抑制剂［例（%）］            12（80.0）                 14（73.7）                                  1.000
  血常规                                                                                                               
   WBC［×10^9^/L，*M*（范围）］                 5.20（1.20～28.90）        5.00（1.01～15.00）        −0.243           0.811
   ANC［×10^9^/L，*M*（范围）］                 2.38（0.80～7.25）         3.10（0.24～12.00）        −0.885           0.314
   ALC［×10^9^/L，*M*（范围）］                 1.00（0.20～26.70）        0.94（0.18～3.80）         −0.104           0.918
   PLT［×10^9^/L，*M*（范围）］                 78（17～210）              74（8～234）               −0.330           0.758
  C反应蛋白［mg/L，*M*（范围）］                35.16（2.06～130.00）      69.00（1.02～230.00）      −0.937           0.354
  降钙素原［µg/L，*M*（范围）］                 0.11（0～1.29）            0.20（0～2.90）            −0.201           0.845
  肺部影像学改变［例（%）］                                                                                            
   实变                                         5（33.3）                  3（15.8）                                   0.417
   斑片                                         14（93.3）                 15（78.9）                                  0.355
   磨玻璃影                                     10（66.7）                 10（52.6）                                  0.495
   索条                                         9（60.0）                  5（26.3）                                   0.080
   结节                                         5（33.3）                  7（36.8）                                   1.000
   间质改变                                     1（6.7）                   1（5.3）                                    1.000
   胸腔积液                                     6（40.0）                  5（26.3）                                   0.475
   膨胀不全                                     5（33.3）                  3（15.8）                                   0.417
   肺气肿                                       1（6.7）                   2（10.5）                                   1.000
  肺泡灌洗液细胞计数［×10^4^个，*M*（范围）］   30.5（8～91）              22（3～59）                1.390            0.283
  重症肺炎［例（%）］                           8（53.3）                  10（52.6）                                  1.000
  氧合指数［mmHg，*M*（范围）］                 352.38（210.69～470.48）   336.67（162.16～469.05）   0.641            0.448
  弥漫性肺泡内出血［例（%）］                   3（20.0）                  0                                           0.076

注：ANC：中性粒细胞绝对计数；ALC：淋巴细胞绝对计数；重症肺炎：病程中出现至少符合1条主要标准或2条次要标准\[主要标准：①需要机械通气；②48 h内胸片浸润50%以上；③感染性休克或需要使用升压药物超过4 h；④急性肾衰竭（4 h内尿量少于80 ml）或无慢性肾功能不全血肌酐\>176.8 µmol/L。次要标准：①呼吸≥30次/min；②氧合指数\<300 mmHg；③PaO~2~\<60 mmHg；④双侧或多肺叶受累；⑤血压低于90/60 mmHg

二、病原学结果

15例单纯病毒相关性肺炎患者中，11例为单一病毒感染，最常见为呼吸道合胞病毒（3例），EBV、单纯疱疹病毒各2例，巨细胞病毒、博卡病毒、副流感病毒和肠道病毒各1例；感染两种及以上病毒有4例：分别为单纯疱疹病毒+CMV+EBV，副流感病毒+CMV+呼吸道合胞病毒，单纯疱疹病毒+肠道病毒，鼻病毒+肠道病毒。从病毒感染起病时间分析，以冬春两季常见，11\~1月诊断7例病毒性肺炎，2\~4月诊断4例，5\~7月及8\~10月各诊断2例。

三、治疗及转归

所有患者均接受了氧气吸入支持、经验性的广谱抗生素以及抗病毒药物的调整，病毒检出组与病原学阴性组在抗病毒药物及丙种球蛋白的应用上差异无统计学意义，具体见[表3](#t03){ref-type="table"}。共11例患者进入ICU治疗，5例患者接受了有创机械通气。27例患者在起病后针对肺部病变进行了糖皮质激素剂量上调，病毒检出及病原学阴性患者在激素使用比例、大剂量激素的使用及开始使用激素的时机上差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。随访截至2017年4月30日，共7例患者因肺炎导致的呼吸衰竭或后续继发感染而死亡，均发生在出现肺部病变后100 d内。病毒检出与病原学阴性患者肺炎后100 d的肺炎归因死亡率差异无统计学意义\[13.3%（2/15）对26.3%（5/19），*χ*^2^=0.864，*P*=0.426\]。应用大剂量糖皮质激素患者死亡率高于未用或小剂量应用患者\[60.0%（6/10）对4.2%（1/24）\]。病毒检出组2例死亡患者均为早期应用大剂量糖皮质激素，而11例未用激素或晚期应用患者均存活；病原学阴性组患者中，7例应用大剂量激素，死亡4例，早期应用激素3例，死亡1例，晚期应用或未用激素16例，死亡4例（25.0%）。

###### 肺泡灌洗液病毒检出组与病原学阴性组患者治疗情况比较\[例（%）\]

  治疗情况             病毒检出组（15例）   病原学阴性组（19例）   *P*值
  -------------------- -------------------- ---------------------- -------
  进入ICU治疗          4（26.7）            7（36.8）              0.715
  有创机械通气         1（6.7）             4（21.1）              0.355
  抗病毒治疗                                                       
   磷钾酸钠            11（73.3）           15（78.9）             1.000
   更昔洛韦            7（46.7）            8（42.1）              1.000
   阿昔洛韦            4（26.7）            5（26.3）              1.000
   奥司他韦            9（60.0）            9（47.4）              0.510
   利巴韦林            3（20.0）            3（15.8）              1.000
   联用                12（80.0）           17（89.5）             0.643
  应用静脉丙种球蛋白   7（46.7）            13（68.4）             0.296
  治疗性激素增量       11（73.3）           16（84.2）             0.672
  应用大剂量激素       3（20.0）            7（36.8）              0.451
  早期应用激素         4（26.7）            3（15.8）              0.672

注：大剂量激素：针对肺部病变应用甲泼尼龙剂量超过250 mg/d；早期应用激素：肺炎起病1周内使用糖皮质激素

讨论 {#s3}
====

急性肺部病变是移植后常见并发症，可由感染或非感染因素引起，有部分患者病因不明，治疗效果差[@b8]--[@b10]。针对部分移植后病原不明、经验性抗感染措施无效、病死率极高的重症肺炎本所提出了"移植后晚发重症肺炎"这一概念[@b10]，希望借此加强医务工作者对此类疾病的重视及研究，但直至目前仍为一个临床诊断，对于其具体病因并不明确，病理机制仍无较好认识。可能的原因之一是存在未被检测到的病原微生物。Seo等[@b11]应用PCR方法检测军团菌、衣原体、支原体及25种病毒，GM试验检测曲霉菌感染，回顾既往因未发现病原而诊断特发性肺炎综合征的患者BALF标本，超过半数可检出病原体，新检测到的病原体中，以HHV-6、轮状病毒、CMV最为多见，这些寻找到病原学证据的患者生存差于仍未发现病原体的患者。可见，既往未发现病原体的患者，有一部分存在感染，可能以病毒感染为主，与复查病原学仍阴性的患者临床预后亦不相同，说明利用PCR等新的检查方法进一步明BALF病毒感染情况对临床工作有指导意义。

在本研究中，34例常规病原学阴性的患者中，15例经PCR得到了病毒证据，与Seo等[@b11]的结果一致。但PCR作为一个敏感的检查方法，存在易污染，假阳性率高的问题，且有学者认为PCR检查BALF CMV-DNA阳性不能足以诊断CMV肺炎[@b9],[@b12]。另外，我们检测的病原体中，虽然大部分明确可引起肺部病变（如流感病毒、呼吸道合胞病毒等），也有一些病毒（如肠道病毒EV71）并未见引起肺部病变报道，上述因素可能会导致本研究高估病毒相关性肺炎的真正发生率。但在现有的诊疗水平下，应用PCR技术检测BALF病毒是一个可行的替代方法。除此之外，我们也希望通过两组患者的临床表现、实验室和影像学检查指标的分析进而到达临床区分两种疾病的目的。遗憾的是未发现两者的差异，除与病例数较少导致的可能性外，提示凭借临床特点和我们目前常用的实验室指标确实较难鉴别，但也有可能本文所谓的病原学阴性患者存在目前手段无法检出的病原体。

糖皮质激素作为目前公认的有效抗炎药物，可用于重症肺炎的辅助治疗[@b13]，广谱抗生素联合静脉糖皮质激素也是移植后特发性肺炎综合征的标准治疗方案，但其剂量及效果并不明确[@b2]。而在病毒性肺炎中，尤其是免疫缺陷人群的病毒感染，在缺乏有效抗病毒治疗选择的情况下，糖皮质激素的确切地位，包括应用指征、剂量和时机等问题都没有达到很好的共识。在病毒性肺炎治疗的回顾分析中，前期应用糖皮质激素是死亡的独立危险因素[@b1],[@b14]--[@b16]。而相反地，部分研究认为适量应用糖皮质激素在流感病毒肺炎中起到了保护作用，可以降低疾病进展及机械通气的概率[@b17]，日本的指南也认为病毒性肺炎是应用糖皮质激素的指征之一[@b13],[@b18]。而我们的研究提示，在病毒检出组中，大剂量激素或者早期进行激素剂量上调的患者死亡率较高，除可能与患者本身病情进展有关外，糖皮质激素在其中的作用值得探讨，提醒我们应当更加谨慎，剂量不宜过大，时机尽量后推，给予机体尽可能清除病毒的时间。但因为病例数有限未能行统计学分析。此外，无论病原学上是否有阳性发现，应用大剂量激素患者同样死亡率较高，除了与患者本身病情较重有关，也可能提示部分患者仍存在潜在病原，因此对激素治疗反应较差。本研究仅仅是一个起点，尚有很多不完善的地方，目的是为了提醒同道加强对移植后肺部病毒感染的认识，尽快推广支气管镜肺泡灌洗液病毒学筛查。相信随着临床资料的积累，对这一问题的认识会更加清晰全面。
